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of variant‐specific ABCB1  inhibitors may be possible. Further, we  showed  that ABCC1  confers 
YM155 resistance. Previously, p53 depletion had resulted in decreased YM155 sensitivity. However, 
TP53‐mutant cells were not generally less sensitive to YM155 than TP53 wild‐type cells in this study. 
Finally,  YM155  cross‐resistance  profiles  differed  between  cells  adapted  to  drugs  as  similar  as 













despite  myeloablative  therapy  and  differentiation  therapy  using  retinoids.  While  many 
neuroblastomas respond initially well to therapy, acquired drug resistance represents a major clinical 
problem [11,12]. 
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YM155  (sepantronium bromide) was  introduced as a  suppressor of  survivin expression  that 
displayed  anti‐cancer  activity  in  pre‐clinical  models  of  different  cancer  entities  including 
neuroblastoma  [6–8,10,13].  However,  DNA  damage  induction  and  Mcl‐1  depletion  were  later 
suggested  as  additional  or  alternative  anti‐cancer mechanisms  of  YM155  [8,14–18]. We  recently 
confirmed  that  YM155  exerts  its  anti‐neuroblastoma  effects  predominantly  through  survivin 
suppression  [10].  YM155‐induced  survivin  suppression  proceeded  DNA  damage  formation. 
Moreover,  YM155  mimicked  the  effects  of  RNAi‐mediated  survivin  depletion,  whereas  Mcl‐1 
depletion did not affect neuroblastoma cell viability [10]. Furthermore, YM155‐adapted UKF‐NB‐3 
neuroblastoma cells had developed resistance  to RNAi‐mediated survivin depletion  [10]. We also 
investigated  the  effects  of  YM155  in  neuroblastoma  cells  with  acquired  resistance  to  cisplatin, 







































































the ABCB1  inhibitors  verapamil  and  zosuquidar.  In  the  presence  of ABCB1  inhibitors, MYCN‐
amplified and non‐MYCN‐amplified displayed a similar range of YM155 IC50s (Figure 2A, Table S3). 
SH‐EP‐MYCN (TET21N) cells express a tetracycline‐controllable MYCN transgene. They display low 
MYCN  levels  in  the presence of  tetracycline antibiotics and high MYCN  levels  in  the absence of 
tetracycline antibiotics [25]. SH‐EP‐MYCN (TET21N) cells displayed similar YM155 IC50 values in the 
absence or presence of doxycycline (Figure 2B, Figure S1). 
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(A) YM155 concentrations  that reduce  the viability of neuroblastoma cell  lines by 50%  (IC50) were 
determined by MTT assay after a 5‐day  treatment period  in  the presence of  the ABCB1  inhibitors 





Previously, RNAi‐mediated p53 depletion was shown  to reduce  the YM155 sensitivity of  the 
neuroblastoma  cell  lines  UKF‐NB‐3  and  UKF‐NB‐6  [10].  However,  the  p53‐null  SK‐N‐AS  cells 
displayed an YM155 IC50 of 3.55 nM that was further reduced to 1.01 nM and 1.31 nM by verapamil 
and zosuquidar, respectively (Figure 1, Table S3). Hence, SK‐N‐AS belongs in the presence of ABCB1 
inhibitors  to  the most YM155‐sensitive neuroblastoma  cell  lines  in  the panel, despite  the  lack of 
functional p53.   
To further investigate the relevance of the TP53 status for the neuroblastoma cell sensitivity to 
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type  UKF‐NB‐3  sub‐lines  (UKF‐NB‐3clone1,  UKF‐NB‐3clone3)  and  the  TP53  wild‐type 
neuroblastoma cell  line UKF‐NB‐6  (Figure 3, Table S5). Only  four out of  the 14 nutlin‐3‐resistant 



















(26%) cell lines a  fold change > 10 and < 100, and 11 (16%) cell  lines a  fold change >100. 20 (29%) 
resistant cell lines were similarly sensitive to YM155 like the respective parental cell lines (fold change 





to  21,549 nM  (IMR‐5rDOCE20)  (Table S1). Drug  class‐specific differences  in  the YM155  resistance 
profiles can be observed, but the variation of the results is very large (Figure 4, Table S5). 
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A  significant  amount  of  drug‐adapted  neuroblastoma  cell  lines  displays  increased  ABCB1 
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Figure 6. Effects of YM155  in ABCB1‐transduced cells.  (A) Representative western blots and  flow 
cytometry histograms indicating ABCB1 levels in UKF‐NB‐3 cells and in UKF‐NB‐3 transduced with 
a lentiviral vector encoding ABCB1 (UKF‐NB‐3ABCB1). (B) Effect of siRNA directed against ABCB1 on 
cellular  ABCB1  levels  in  UKF‐NB‐3ABCB1  cells.  (C)  Concentrations  of  YM155  and  doxorubicin 
(alternative ABCB1 substrate used as control) that reduce the viability of UKF‐NB‐3ABCB1 cells by 50% 
(IC50, mean ± S.D., n = 3) as determined by MTT assay after 120h of incubation. (D) Effects of YM155 
(100  nM)  on  survivin  levels  in UKF‐NB‐3ABCB1  cells  after  24h  of  incubation  in  the presence  or 
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UKF‐NB‐3rVINOR40) were reduced to levels below 56 nM by verapamil and zosuquidar. Notably, the 
fold  sensitisation  by  ABCB1  inhibitors  was  low  (verapamil:  1.2‐fold,  zosuquidar:  1.5‐fold)  in 
NGPrETO400,  although  the  YM155  IC50s were  reduced  below  56  nM.  This  suggests  that ABCB1 
expression is not a dominant YM155 resistance mechanism in NGPrETO400 cells (Table S6). 








phosphorylation  in  the  mitochondria)  were  very  similar  to  those  determined  by  CellTiterGlo 
(alternative viability assay that measures ATP production) (Table S7). Both drug‐adapted sublines 
displayed increased ABCB1 levels (Figure S3). Moreover, YM155 500 nM, a concentration that did 




Figure  7.  ABCB1  expression  and  YM155  activity  in  drug‐adapted  neuroblastoma  cells.  (A) 
Representative western blots  indicating ABCB1  levels  in IMR‐5, IMR‐5rDOCE20, IMR‐32, and IMR‐
32rDOX20. (B) Effects of YM155 (500 nM) on survivin levels and PARP cleavage in IMR‐5rDOCE20 cells 
in  the presence or absence of verapamil  (5  μM) or zosuquidar  (1.25  μM) after 24h of  incubation. 
Uncropped Western blots are presented in Figure S3. 
2.7. ABCC1 Mediates Resistance to YM155 
NLFrVCR10  cells were  sensitised  by  verapamil  but  not  by  zosuquidar  to YM155  (Table  S6). 
NLFrVCR10 cells are characterised by ABCC1 (also known as MRP1) expression but do not express 











































































Sixteen  cell  lines were more  strongly  sensitised  to YM155 by zosuquidar  than by verapamil 
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expressing  cells  displayed  low  YM155  sensitivity  and were  sensitised  by  the ABCB1  inhibitors 
verapamil and zosuquidar to YM155. The role of ABCB1 expression in neuroblastoma is not clear. 
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YM155.  Zosuquidar  protected  some ABCB1‐negative  cell  lines  from  YM155‐induced  toxicity  by 




verapamil  interacts  with  a  broader  range  of  transporters  than  the  specific  ABCB1  inhibitor 
zosuquidar  [30,31,47]. However,  15  cell  lines were  sensitised  by more  than  2‐fold  to YM155  by 
verapamil  and  zosuquidar  with  zosuquidar  exerting  up  to  65‐fold  (UKF‐NB‐3rDOCE10)  more 
pronounced  effects  than  verapamil. Hence,  the  relative  effects  of  verapamil  and  zosuquidar  on 
ABCB1‐mediated YM155 transport differ in individual cell lines from similar efficacy (in 12 cell lines) 
to  65‐fold  increased  zosuquidar  efficacy over verapamil.  Since  zosuquidar  is  regarded  as highly 
specific ABCB1 inhibitor [31,47], this difference seems to depend on discrepancies in the interaction 
with  ABCB1.  Notably,  ABCB1  polymorphisms  and  mutations  may  substantially  alter  ABCB1 
substrate specificity [48,49], which may explain the cell line‐specific variation in the relative influence 
of  zosuquidar  and verapamil on ABCB1  function. Hence,  it might be possible  to design ABCB1 






3‐resistant cell  lines  remained sensitive  to  low nanomolar YM155 concentrations with  IC50 values 








alkaloids  exhibited distinct  cross‐resistance  to YM155. Topoisomerase  II  inhibitors  and platinum 
drugs displayed intermediate potential to induce YM155 resistance. 
For  the  topoisomerase  II  inhibitor‐ and platinum drug‐adapted neuroblastoma cell  lines, we 
could  perform  drug‐specific  sub‐analyses. Among  the  topoisomerase  II  inhibitors,  doxorubicin‐
resistant cells were more likely to be YM155‐resistant than etoposide‐resistant cells. This result may 
not  be  too  surprising.  Although  doxorubicin  and  etoposide  both  inhibit  the  religation  of  the 
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topoisomerase II cleavage complexes, they are structurally different compounds that differ in their 














The MYCN‐amplified  neuroblastoma  cell  lines UKF‐NB‐2, UKF‐NB‐3, UKF‐  and UKF‐NB‐6 




NLF,  and  SHEP  were  kindly  provided  by  Dr  Angelika  Eggert  (Universität  Duisburg‐Essen, 









released  from  the  respective adaptation drugs before  they were used  for experiments. Cells were 
routinely tested for mycoplasma contamination and authenticated by short tandem repeat profiling. 
p53‐depleted  and  ABCB1‐transduced  neuroblastoma  cells  were  established  as  described 
previously  [26]  using  the  Lentiviral  Gene  Ontology  (LeGO)  vector  technology  (www.lentigo‐
vectors.de). SH‐EP‐MYCN (TET21N) were cultured and induced as previously described [25]. 
4.3. Viability Assay 










Cancers 2020, 12, 577  14  of  18 
 
4.5. RNA Interference (RNAi) 
Transient  depletion  of ABCB1 was  achieved  using  synthetic  siRNA  oligonucleotides  (ON‐
TARGETplus  SMARTpool)  from Dharmacon  (Lafayette,  CO; USA).  Non‐targeting  siRNA  (ON‐
TARGETplus SMARTpool) was used as negative control. Cells were transfected by electroporation 
using  the  NEON  Transfection  System  (Invitrogen,  Darmstadt;  Germany)  according  to  the 
manufacturer protocol. Cells were grown to 60–80 % confluence, trypsinised, and 1.2 x 106 cells were 







GTGCAGCTGTGGGTTGATT  and  TP53  Ex6‐7r  GGTGGTACAGTCAGAGCCAAC;  Tp53  Ex8‐9‐f 
CCTCACCATCATCACACTGG and TP53 Ex8‐9‐r GTCTGGTCCTGAAGGGTGAA. In addition, all 
cell  lines were examined  for TP53 mutations by sequence analysis of genomic DNA as described 
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